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Реферат:  В работе проведено сравнение криорезистентности сперматозоидов рыб из разных экологических ниш и
объяснена природа различий на основании результатов собственных исследований и данных других авторов. С исполь-
зованием методов криоконсервирования и визуальной  оценки подвижности спермы  установлены различия криорезис-
тентности сперматозоидов рыб, нерестящихся в пресной воде при температуре 0...10°С  (6 видов лососевых рыб),
18...25°С (5 пород карпов) и морской воде при 16...25°С (кефаль-сингиль). Установлено, что количественные и качественные
различия в подвижности размороженной спермы рыб из разных экологических ниш, обусловлены разной прочностью меж-
молекулярных связей липидов мембран и соотношением между компонентами, определяющим образование гидрофильных
пор при фазовых переходах липидов.
Ключевые слова: экологическая ниша, температура, соленость воды, рыбы, сперматозоиды, криоповреждения,
криорезистентность, гидрофильные поры.
Реферат: У роботі проведено порівняння кріорезистентності сперматозоїдів риб із різних екологічних ніш та пояснено
природу відмінностей на основі власних досліджень та даних інших авторів. З використанням методів кріоконсервування
сперми та візуальної оцінки її рухливості була визначена кріорезистентність сперми риб із нерестом у прісній воді за
температури 0...10°С (6 видів лососевих риб), 18...25°С (5 порід коропів) та морській воді при 16...25°С (кефаль-сінгіль).
Встановлено, що  кількісні та якісні відмінності в рухливості розмороженої сперми риб із різних екологічних  ніш обумовлені
різною міцністю міжмолекулярних зв'язків ліпідів мембран та співвідношенням між її компонентами, яке визначає утворення
гідрофільних пор при фазових переходах ліпідів.
Ключові слова: екологічна ніша, температура, солоність води, риби, сперматозоїди, кріоушкодження, кріорезистентність,
гідрофільні пори.
Abstract: In this research we have compared the spermatozoa cryoresistance of fish species from different ecological niches
and explained the nature of differences based on our own results and published data. Differences in spermatozoa cryoresistance
of fish species, spawning in fresh water at 0...10°C (6 species of salmonids), 18...25°C (5 species of carp) and in marine water at
16...25°C (mullet-golden mullet) were established using cryopreservation and visual assessment methods for sperm motility. Quantitative
and qualitative differences in motility of frozen-thawed fish sperm from different ecological niches were established as stipulated by
different strength of molecule-to-molecule bonds of membrane lipids and the ratio between components, determining the formation of
hydrophilic pores at lipid phase transitions.
Key words: ecological niche, temperature, water salinity, fish species, spermatozoa, cryoinjuries, cryoresistance, hydrophilic
pores.
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оригинальное исследование research article
В процессе длительной эволюции среда обита-
ния рыб расширилась от Арктики и Антарктики
с температурой воды от –1,91°С до горячих вод
пустынь с температурой 52°C, от мелководья прес-
ных озер и рек до глубоких соленых вод морей и
океанов [13]. Установлено, что условия обитания и
размножения рыб оказали влияние на свойства
репродуктивных клеток, однако сравнительных
данных относительно криоустойчивости спермато-
зоидов рыб из разных экологических ниш получено
недостаточно [5]. Кроме того, были изучены раз-
личия криоустойчивости сперматозоидов рыб
During long evolution the fish habitat extended
from the Arctic and Antarctic with water temperature
from –1.91°C to desert hot waters of 52°C, from
shallow of freshwater lakes and rivers to deep salt
water of seas and oceans [32]. Fish habitat and repro-
duction conditions were established to affect the
properties of reproductive cells, but there were not
enough comparative data on fish spermatozoa cryo-
sensitivity from different ecological niches [7]. In ad-
dition, the differences in fish spermatozoa cryoresis-
tance of only two spawning niches have been studied,
but the mechanism of their cryodamage and the
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reasons of occurred qualitative differences have re-
mained unclear. Therefore, the research aim was to
compare the cryoresistance of fish spermatozoa from
different ecological niches, to explain the nature of
differences set and the mechanism of injury based on
own results and data reported in literature.
Materials and methods
The research objects were spermatozoa of diffe-
rent carp species spawning in fresh water at 18...25°C,
those of salmon fishes of Kamchatka, Sakhalin and
the Baltic states with 0...10°C spawning temperature,
as well as mullet-golden mullet Liza aurata (Risso),
spawning in saltwater of the Sea of Azov at 16...25°C.
To study the sperm of fish spawning in fresh water
we used the cryoprotective media designed by us for
carp sperm containing 60.06 mM NaCl; 0.67 mM KCl;
0.68 mM CaCl2x6H2O; 1.75 mM MgSO4x7H2O;
27.8 mM NaHCO3; 3.3 mM sucrose; 68.8 mM man-
nitol; 117 mM Tris-hydroxymethyl-aminomethane;
1.39 mM reduced glutathione, medium pH was ap-
proached to 8.1 by adding HCl. Then the obtained
medium was mixed with egg yolk in 9:1 ratio.
The one part of salmon sperm was slowly sup-
plemented with three parts of the solution containing
6.67% (v/v) dimethyl sulfoxide (DMSO), final
concentration of which in cell suspension corresponded
to 5%, under continuous stirring at 5°C, and on the
flask wall. The carp sperm was 1:1 diluted with ethy-
lene glycol-containing medium up to 8.2% final con-
centration of cryoprotectant (v/v).
The sperm of carp and salmon fishes were cryo-
preserved in 0.7 ml vials in liquid nitrogen vapors by
the following cooling program: from 5 down to –15°C
and –15 down to –70°C with 1–2 and 15–20 deg/min
rate respectively, followed by immersion into liquid
nitrogen.
The mullet-golden mullet sperm were 1:4 diluted
with the medium containing 0.102 M sucrose, 0.176 M
KC1 and 1.26 M DMSO (9.9% v/v) in final concen-
tration. Vials with cell suspension (0.5 ml) were placed
on a horizontal plate, located at 7 cm height above the
liquid nitrogen surface, wherein they were immersed
30 min later. The sperm were thawed in a water bath
at 40°C until liquid phase appeared. Thawing was
completed by intensive shaking of vials at room tem-
perature.
Spermatozoa motility prior to and after cryopreser-
vation was visually assessed with microscope at ×800.
The carp and salmon sperm were activated by 40-
fold water dilution, and the ratio of forwardly moving
cell number to the total number of spermatozoa in a
visual field was determined, expressed in percentage.
Spermatozoa motility of mullet-golden mullet was
determined in marine water.
только из двух ниш нереста, но механизм их крио-
повреждения и причины появления качественных
различий не выяснены. Поэтому целью работы
было сравнить криорезистентность сперматозои-
дов рыб из разных экологических ниш, объяснить
природу установленных различий и механизм
повреждений на основании результатов собствен-
ных исследований и данных других авторов.
Материалы и методы
Объектом изучения были сперматозоиды раз-
ных пород карпов, нерестящихся в пресной воде
при температуре 18...25°C, лососевых Камчатки,
Сахалина и Прибалтики с температурой нереста
0...10°C, а также кефали-сингиля Liza aurata
(Risso), нерестящейся в соленой воде Азовского
моря при 16...25°C. Для исследования спермы рыб,
нерестящихся в пресной воде, использовали разра-
ботанную нами для спермы карпов криозащитную
среду, содержащую 60,06 мМ NaCl; 0,67 мМ KCl;
0,68 мМ CaCl2x6H2O; 1,75 мМ MgS04x7H20; 27,8мМ NaHCO3; 3,3 мМ сахарозы; 68,8 мМ маннита;
117 мМ трис-оксиметил-аминометана; 1,39 мМ
восстановленного глутатиона, рН среды доводили
до значения 8,1 добавлением НСl. Затем получен-
ную среду смешивали с желтком куриного яйца в
соотношении 9:1.
К одной части спермы лососевых рыб при пос-
тоянном перемешивании медленно добавляли при
5°C по стенке флакона три части раствора, содер-
жащего 6,67% (об/об) диметилсульфоксида (ДМСО),
конечная концентрация которого в суспензии клеток
соответствовала 5%. Сперму карпов разбавляли
1:1 средой с этиленгликолем до конечной концент-
рации криопротектора 8,2% (об/об).
Сперму карпов и лососевых рыб криоконсерви-
ровали в ампулах по 0,7 мл в парах жидкого азота
по следующей программе охлаждения: от 5 до
–15°C со скоростью 1–2 град/мин; от –15 до –70°C
со скоростью 15–20 град/мин при последующем
погружении в жидкий азот.
Сперму кефали-сингиля разбавляли 1:4 средой,
содержащей 0,102 М сахарозы, 0,176 М КСl и
1,26 М ДМСО (9,9% об/об) в конечной концентра-
ции. Ампулы с суспензией клеток (0,5 мл) помеща-
ли на горизонтальную пластину, находящуюся на
высоте 7 см над поверхностью жидкого азота, в
который их погружали через 30 мин. Сперму
размораживали в водяной бане при 40°C до появле-
ния жидкой фазы. Размораживание завершали,
интенсивно встряхивая ампулы при комнатной
температуре.
Подвижность сперматозоидов до и после крио-
консервирования оценивали визуально под микро-
скопом при ×800. Сперму карпов и лососевых рыб
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Results were statistically processed using Excel
software (Microsoft, USA). Significance of differen-
ces between samples was determined using the
nonparametric Mann-Whitney U-test.
Results and discussion
The water temperature during carp and salmon
spawning was established to significantly affect the
frozen-thawed sperm motility (Figure).
After thawing an average motility of spermatozoa
in salmon species equaled to (17.4 ± 5.9)% (n = 36)
was 2.8 times lower (p < 0.01) than in carp ones
(48.5 ± 10.8)% (n = 30). Among salmon species the
Blueback salmon spawns at the lowest temperature.
The motility of its spermatozoa after freeze-thawing
is the lowest. In addition the salmon spermatozoa
vibrated in situ if no activating agent was added, but
when activated in saline media they had a higher
motility than in fresh water. During repeated assess-
ment of carp sperm quality within a few seconds the
активировали разбавлением водой в 40 раз и сразу
определяли отношение количества поступательно
движущихся клеток к общему количеству сперма-
тозоидов в поле зрения, которое выражали в про-
центах. Подвижность сперматозоидов кефали-син-
гиля определяли в морской воде.
При статистической обработке результатов ис-
пользовали программу «Excel» («Microsoft», США).
Значимость различий между выборками опреде-
ляли с помощью непараметрического U-критерия
Манна-Уитни.
Результаты и обсуждение
Установлено, что температура воды при нерес-
те у карпов и лососевых рыб значимо влияла на
подвижность размороженной спермы (рисунок).
После размораживания средняя подвижность
сперматозоидов лососевых рыб (17,4 ± 5,9)% (n =
36) была в 2,8 раза ниже (p < 0,01), чем карпов
(48,5 ± 10,8)% (n = 30). Среди лососевых рыб нерка
нерестится при самой низкой температуре. Под-
вижность ее сперматозоидов после разморажива-
ния самая низкая. Кроме того, сперматозоиды
лососевых рыб без добавления активатора вибри-
ровали на месте, а при активации в солевых средах
имели более высокую подвижность, чем в пресной
воде. При повторной оценке качества спермы кар-
пов в течение нескольких секунд подвижность
клеток в отдельных образцах была на 20–40%
ниже, чем сразу после размораживания. Ранее
нами было отмечено, что сперматозоиды рыб,
нерестящихся в пресной воде, стали обладать
большей чувствительностью к изменениям осмо-
тичности среды по сравнению со спермой до за-
мораживания [6, 23]. Поэтому при осеменении
яйцеклеток карпов использовали солевые среды, а
для спермы осетровых рыб уменьшали степень
разбавления [6].
Размороженная сперма кефали-сингиля Liza
aurata (Risso) имела подвижность (65,8 ± 7,3)%
(n = 6) или 95,1% по отношению к контролю до за-
мораживания (69,2 ± 6,1)% (n = 6). Для этой спермы
характерна высокая криорезистентность, как и для
других исследованных нами морских рыб [5, 19].
Полученные результаты свидельствуют о связи
криорезистентности сперматозоидов рыб с нишей
размножения (различиями в температуре воды при
нересте и солености воды). В процессе длительной
эволюции и акклиматизации организмов с разными
геномами к определенным условиям обитания или
размножения сформировались сперматозоиды с
разной морфологией, структурой мембран и други-
ми характеристиками. Среди рыб, нерестящихся в
пресной воде, сперматозоиды осетровых в отличие
от карпов и лососевых имеют акросому. Для лосо-
Подвижность размороженных сперматозоидов:  –
виды лососевых рыб (температура воды при нересте
0...10°C);  – породы карпов (температура воды при
нересте 18...25°C); данные представлены в виде
среднего ± стандартное отклонение.
Motility of frozen-thawed spermatozoa:  – salmon
species (0...10°C water temperature during spawning);
 – carp breeds (18...25°C water temperature during
spawning); data are means ± standard deviation.
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motility of cells in certain samples was by 20–40%
lower than right after thawing. Previously we have
noted that the spermatozoa of fish spawning in fresh
water have become more sensitive to changes in
medium osmolarity as compared to the sperm before
freezing [17, 18]. Therefore, for carp egg insemination
we used the saline media, and for sperm of sturgeon
species we reduced the dilution rate [18].
Frozen-thawed sperm of mullet-golden mullet Liza
aurata (Risso) had motility of 65.8 ± 7.3% (n = 6) or
95.1% relative to the control 69.2 ± 6.1% (n = 6) be-
fore freezing. This sperm is characterized by a high
cryoresistance, as well as that for other marine fishes
we studied [7, 10].
Our findings testify to the relationship of fish sper-
matozoa cryoresistance with reproductive niche (dif-
ferences in water temperature during spawning and
water salinity). During long evolution and acclima-
tization of organisms with different genomes to certain
conditions of habitat or reproduction there were for-
med the spermatozoa with different morphology,
structure of membranes and other indices. Among the
freshwater spawning fish the sturgeon sperm unlike
carp and salmon ones have an acrosome. For salmon
and sturgeon fishes different water temperatures
during spawning are characteristic. During acclima-
tization of fish to fresh and marine waters there have
been appeared various mechanisms of sperm activat-
ion significantly affecting the cryoresistance. River
fish spermatozoa when releasing into a fresh water
with an osmoticity below 250 mOsm kg swell and are
activated [10]. Marine fish spermatozoa are activated
with increasing the osmoticity of the medium from
350 to 1,100 mOsm/kg [28] without changing the
volume [10]. For the sperm of fresh water spawning
fish, membrane low permeability is characteristic,
since when the water salinity is below 5–8‰ some
proteins (DNA and hyaluronic acid) are damaged
[16]. Permeability for water of the sperm membranes
of Xiphophorus maculatus makes 0.005–0.009 µm/
min/atm [29], 0.021 µm/min/atm [14] for zebrafish
Danio rerio, 0.16 µm/min/atm for common carp
Cyprinus carpio [30]. In freshwater fish sperm the
motility time is shorter as compared with certain types
of marine fish. These data suggest that sperm cryore-
sistance of fish spawning in fresh water (carp and
salmon) is lower than that of marine fish spermatozoa
(mullet-golden mullet).
In addition to the methods of activation and per-
meability of membrane, the sperm of fish spawning in
fresh and marine waters, have different compositions
of membranes, also significantly affecting cryoresis-
tance [7]. In marine fish sperm with a high cryoresis-
tance the cholesterol: phospholipid ratio (CL:FL) is in
2.5–3 times higher than that of freshwater fish sperm
севых и осетровых рыб характерна разная темпе-
ратура воды при нересте. В процессе акклиматиза-
ции рыб к пресной и морской воде возникли разные
механизмы активации сперматозоидов, существен-
но повлиявшие на криорезистентность. Спермато-
зоиды речных рыб при выходе в пресную воду
с осмотичностью ниже 250 мОсмоль/кг набухают
и активируются [19]. Сперматозоиды морских рыб
активируются при повышении осмотичности сре-
ды от 350 до 1100 мОсмоль/кг [33], не изменяя
объем [19]. Для сперматозоидов рыб, нерестящих-
ся в пресной воде, характерна низкая проницае-
мость мембран, так как при солености воды ниже
5–8‰ повреждаются некоторые белки, ДНК и гиа-
луроновая кислота [10]. Проницаемость для воды
мембран сперматозоидов Xiphophorus maculatus
составляет 0,005–0,009 мкм/мин/атм [34], зебра-
фиш Danio rerio – 0,021 мкм/мин/атм [22], карпа
Cyprinus carpio – 0,16 мкм/мин/атм [7]. У сперма-
тозоидов пресноводных рыб более короткое время
подвижности по сравнению с некоторыми видами
морских рыб. Эти данные свидетельствуют о том,
что криорезистентность сперматозоидов рыб, не-
рестящихся в пресной воде (карпов и лососевых
рыб), ниже, чем у сперматозоидов морских рыб
(кефаль-сингиль).
 Кроме способов активации и проницаемости
мембран, сперматозоиды рыб, нерестящихся в
пресной и соленой воде, имеют разный состав мем-
бран, что также существенно влияет на криорезис-
тентность [5]. У сперматозоидов морских рыб с
высокой криорезистентностью соотношение холес-
терин:фосфолипиды (ХЛ:ФЛ) в 2,5–3 раза выше,
чем у сперматозоидов пресноводных рыб с более
низкой криорезистентностью [5]. Практически пол-
ная сохранность размороженных клеток морских
рыб может быть обусловлена влиянием высоких
концентраций холестерина на фазовые переходы
липидов мембран и более высокой проницае-
мостью мембран, чем у рыб, нерестящихся в прес-
ной воде. Даже в процессе акклимации форели к
соленой воде увеличивается проницаемость мем-
бран сперматозоидов к пропидиум йодиду [25]. Как
было доказано на модельных объектах, фазовые
переходы могут быть исключены при высоких кон-
центрациях холестерина [16, 30]. По данным неко-
торых авторов фазовый переход липидов мембран
может быть причиной повреждений и гибели клеток
[3, 11, 21]. Благодаря высокой концентрации холес-
терина и проницаемости мембран сперматозоиды
морских рыб, по нашему мнению, менее чувстви-
тельны к режимам криоконсервирования и составу
сред, чем сперматозоиды рыб, нерестящихся
в пресной воде. Как показал J.H.S. Blaxter [14],
кусочки молок сельди, криоконсервированные
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with lower cryoresistance [7]. Quite a complete pre-
servation of marine fish thawed cells may be due to
the influence of high cholesterol concentrations on the
phase transitions of membrane lipids and higher mem-
brane permeability than the ones in fresh water
spawning fish. Even during the trout acclimation to
marine water the sperm membrane permeability to
propidium iodide increases [20]. As it was shown in
the model objects, the phase transitions could be
excluded at high cholesterol concentrations [6, 25].
As some authors reported the phase transition of the
membrane lipids can be the cause of a damage and
death of the cells [3, 12, 15]. Due to a high cholesterol
concentration and membrane permeability the marine
fish spermatozoa from our point of view are less sen-
sitive to cryopreservation regimens and the compo-
sitions of media than the fresh water spawning fish.
Blaxter J.H.S. showed, that herring milt pieces cryo-
preserved either in diluted marine water with 12.5%
glycerol at 1°C/min or by immersing them into a dry
carbon dioxide (–79°C) fertilized, respectively 85 and
80% of oocytes [4].
Thus marine fish sperm cryoresistance if compared
with the one of fresh water spawning fish sperm is
higher and associated with a high CL:PL ratio. But it
is not the same for all the species of each niche, since
the initial genomes of all the fishes are different. The
CL:PL ratio in membranes of fish sperm and other
animals in each ecological niche is different, because
under any conditions of functioning of the cells, it
maintains a cell membrane liquid-crystalline state.
However, C. Labbe and G. Maisse using the results
of experiments on acclimation of rainbow trout (Kam-
chatka steelhead) Oncorhynchus mykiss to different
temperatures [19] and Salmo trutta f. fario trout to
various water salinities [20] concluded that cholesterol
did not increase sperm cryoresistance, and the mainte-
nance of fish in a marine water did not affect its con-
centration in membranes. However, this conclusion is
not quite correct, since the authors compared the
results of experiments on acclimation of fishes [19,
20] with the data on acclimatization [7]. Herewith they
have got some interesting results [19], confirming the
baseline of general biological processes occurring in
nature. After three years of growing the trout at 8
and 18°C [19] in the sperm membranes the CL:PL
ratio was identical as well as thawed sperm fertilizing
abilities, indicating the fixed in genome cell properties
and pre-adaptation syndrome [34]. When placing the
fish into 13°C bath in the sperm membranes of both
groups the concentration of cholesterol as the main
modulator of membrane resisting the temperature
alterations and preserving their phase state changed
[6]. In the fish grown at 8°C, to the 21st post-transfer
day the CL:PL ratio in sperm membranes increased
в разбавленной морской воде с 12,5% глицерина со
скоростью 1 град/мин или путем их погружения в
сухую углекислоту (–79°C), оплодотворили 85 и
80% яйцеклеток соответственно.
Таким образом, криорезистентность спермато-
зоидов морских рыб по сравнению со спермой рыб,
нерестящихся в пресной воде, более высокая и
связана с высоким соотношением ХЛ:ФЛ. Но она
неодинакова у всех видов каждой ниши, так как
исходные геномы всех рыб разные. Соотношение
ХЛ:ФЛ в мембранах сперматозоидов рыб и других
животных в каждой экологической нише различно,
потому что при любых условиях функционирования
клеток оно поддерживает жидкокристаллическое
состояние мембран. Но C. Labbe и G. Мaisse исходя
из результатов экспериментов по акклимации
радужной форели (микижи) Оncorhynchus mykiss
к разным температурам [24] и форели Salmo trutta
f. fario к разной солености воды [25] пришли к
выводу, что холестерин не повышает криорезис-
тентность сперматозоидов, а содержание рыбы
в соленой воде не влияет на его концентрацию
в мембранах. Однако такое заключение не совсем
корректно, так как авторы сравнивали результаты
экспериментов по акклимации рыб [24, 25] с дан-
ными по акклиматизации [5]. При этом они получи-
ли интересные результаты [24], подтверждающие
направленность общебиологических процессов,
происходящих в природе. После трех лет выращи-
вания форели при 8 и 18°C [24] в мембранах спер-
матозоидов были идентичны соотношения ХЛ:ФЛ,
а также оплодотворяющая способность разморо-
женной спермы, что свидетельствовало о закреп-
ленных в геноме свойствах клеток и преадапта-
ционном синдроме [8]. После перемещения рыб в
ванну с температурой 13°C в мембранах спермато-
зоидов обеих групп изменилась концентрация хо-
лестерина – основного модулятора мембран, проти-
водействующего изменениям температуры и
сохраняющего их фазовое состояние [16]. У рыб,
выращенных при 8°C, на 21-е сутки после переноса
соотношение ХЛ:ФЛ в мембранах сперматозоидов
увеличилось на 23,5%, что отрицательно повлияло
на оплодотворяющую способность криоконсерви-
рованной спермы из-за отсутствия у форели систе-
мы устранения избытка холестерина. А в другой
группе рыб, выращенной при 18°C, cоотношение
ХЛ:ФЛ уменьшилось на 18,2%, что не повлияло на
результаты оплодотворения. Если изменение соот-
ношения ХЛ:ФЛ в сперме было в физиологических
пределах, то оно не оказывало отрицательного
влияния на оплодотворяющую способность крио-
консервированных сперматозоидов. В частности
С. Pustowka и соавт. [35] установили, что форель,
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by 23.5%, that negatively affected the fertilizing ability
of cryopreserved sperm because of the lack in a trout
of the mechanism eliminating an excessive cholesterol.
And in another group, grown at 18°C, the CL:PL ratio
decreased by 18.2%, that did not affect the fertiliza-
tion results. If the change in the CL:PL ratio in sperm
was within physiological limits, it did not negatively
affect the fertilizing ability of cryopreserved sperm.
In particular S. Pustowka et al. [31] found that the
high cholesterol fed trout had the highest sperm cryo-
resistance.
The main reason of the differences in cryoresis-
tance of the studied by us carp and salmon species is
related to temperature acclimation. This is the most
powerful environmental factor, determining basic pro-
perties of membranes, cells and organisms. In accor-
dance with the Arrhenius law during temperature
deviation by 10°C the rates of reaction changed in 2–
3 times and by 3% did the kinetic energy of molecules,
which determined the strength of weak intermolecular
bonds of membranes and other structures. The cells
may function at different temperatures, if the mem-
branes are in liquid crystal state, which is achieved
by homoviscous adaptation of lipids [33], semilabile
state of proteins [1], as well as changes in thermody-
namic characteristics of membranes and cell proper-
ties [15]. As J.A. Logue et al. demonstrated [23] in
17 species of bony fishes and two species of homoio-
thermal animals (rat, turkey) habitant in different
temperature zones, the differences between species
in composition of membranes were adaptively related
to temperature: the lower the temperature of the
species, the higher the concentration of unsaturated
fatty acid (FA) in phosphatidylcholine (PC) and
phosphatidylethanolamine (PEA). For brain synaptic
membranes of Antarctic fish species the highest
degree of FA unsaturation is characteristic and for
homeothermal animals is the lowest one. It has been
established that during cold adaptation in FC the
concentration of polyunsaturated FA increases, while
in PEA the one of monounsaturated FA does [23]. In
cold adapted species the unsaturation of FA is of linear
dependence with the number of double bonds in each
of them. This orientation of the processes under the
influence of different temperatures is of general
biological origin.
Salmons, characterized by a low water tempera-
ture during spawning have the weakest molecule-to-
molecule bonds in the membranes, the highest degree
of FA unsaturation, the lowest CL:PL ratio [19, 24].
Because of high FA unsaturation the sperm is pecu-
liar with the highest fluidity of membranes, needed
for functioning at negative and positive near-zero
temperatures. This can likely explain the lowest cryo-
resistance of salmon sperm. As the consequence of
потреблявшая корм с большим содержанием хо-
лестерина, имела и самую высокую криорезис-
тентность спермы.
Основная причина различий криорезистент-
ности исследуемых нами видов карпов и лососе-
вых рыб связана с температурой акклиматизации.
Это наиболее сильный фактор окружающей среды,
определяющий основные свойства мембран, кле-
ток и организмов. В соответствии с законом Арре-
ниуса при отклонении температуры на 10°C в 2–3
раза изменяется скорость реакций и на 3% –
кинетическая энергия молекул, определяющая
прочность слабых межмолекулярных связей мем-
бран и других структур. Клетки могут функциони-
ровать при разных температурах, если мембраны
находятся в жидкокристаллическом состоянии,
которое достигается в результате гомовискозной
адаптации липидов [36], семилабильного состояния
белков [1], а также изменения термодинамических
характеристик мембран и свойств клеток [11]. Как
было показано в работе J.А. Logue и соавт. [28] на
17 видах костистых рыб и двух видах гомойотерм-
ных животных (крыса, индюк), обитающих в раз-
ных температурных зонах, межвидовые различия
состава мембран имеют адаптивную связь с тем-
пературой: чем ниже температура обитания вида,
тем больше концентрация ненасыщенных жирных
кислот (ЖК) в фосфатидилхолине (ФХ) и фосфати-
дилэтаноламине (ФЭА). Для синаптических мем-
бран мозга антарктических видов рыб характерна
наиболее высокая степень ненасыщенности ЖК, а
для гомойотермных животных самая низкая. Уста-
новлено, что при холодовой адаптации у ФХ увели-
чивается концентрация полиненасыщенных ЖК,
а у ФЭА мононенасыщенных ЖК [28]. У видов,
адаптированных к холоду, ненасыщенность ЖК
имеет линейную зависимость с количеством двой-
ных связей в каждой из них. Такая направленность
процессов под действием разных температур
имеет общебиологический характер.
Лососевые рыбы, для которых характерна
низкая температура воды при нересте, имеют са-
мые слабые межмолекулярные связи в мембра-
нах, наиболее высокую степень ненасыщенности
ЖК, самое низкое соотношение ХЛ:ФЛ [24, 29]. Из-
за высокой ненасыщенности ЖК сперматозоидам
свойственна наибольшая жидкостность мембран,
необходимая для функционирования при отрица-
тельных и положительных околонулевых темпера-
турах. Вероятно, этим можно объяснить наиболее
низкую криорезистентность сперматозоидов лосо-
севых. Вследствие высокой жидкостности мемб-
ран сперматозоидов лососевых при охлаждении
спермы белки свободно перемещаются, образуя
кластеры [17], что создает неоднородность мем-
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high fluidity of salmon sperm membranes during sperm
cooling the proteins move freely by forming the clus-
ters [8], that creates a membrane heteregeneity and
can result in the loss of proteins, as well as in its
damage during phase transition of lipids [2, 3]. Carps
spawn at higher temperatures, so the CL:PL ratio in
them is higher by 11% [7] than that for salmons [19],
and have stronger intermolecular bonds of membrane
lipids. We believe that due to this in their membranes
no protein clusters are formed during cryopreservation
[9]. Therefore carp sperm cryoresistance is higher
than the one of salmon sperm. However, the loss of
lipids or proteins can occur when sperm is diluted at
the preliminary stage by cryoprotective medium,
making the membrane heterogenous and the precondi-
tions for cryoinjury during phase transition of mem-
brane lipids.
In sperm membranes of carp [7], salmon [19, 24],
and the fishes spawning in marine water, there were
found polyunsaturated FA [7], the presence of which
many authors associate the cryoresistance of sperm
of marsupial mammals [26], boars [38], elephants [36],
foxes [27], humans [11] and birds [5]. P. Hochachka
and G. Somero [15] believe that these acids can pro-
tect membrane incorporated proteins, by forming with
them a large number of weak hydrophobic bonds.
Preservation rate of membrane proteins during cryo-
preservation is extremely important in implementing
the spermatozoa functions. When feeding carps with
a trout feed with high protein content the motility and
fertilizing ability of thawed sperm were respectively
30 and 50% higher than in those fed with low protein
concentration fishfood [37]. According to B. Litman
and D. Mitchell [22], an increase of FA polyunsatu-
ration in sn–2 position affects the degree of a double
layer compressability of lipid membranes during
cryopreservation, which may occur due to conforma-
tional changes in membranes associated enzymes.
Probably due to the presence of polyunsaturated FA
and antifreezes during cryopreservation of Atlantic
wolffish Anarhichas lupus sperm 25% of the cells
retained the motility and after cryoprotectant addition
the preservation rate of motile cells increased up to
80% in semen plasma [21]. Basic cryoinjuries of sper-
matozoa occur during phase transitions of membrane
lipids at the stages of freezing and thawing. Herewith
a part of cells loses its ability to be activated due to
energy deficit and severe membrane damages as the
consequence of the loss of proteins and membrane
lipids and pore formation. The remaining spermatozoa
due hydrophilic pores formed in membranes during
phase transition of lipids an osmotic sensitivity, fragility
of membranes [2], and stress susceptibility [17, 18]
are increased. Even in 1935, B. Deryagin [35] was
the first who explained the mechanism of liquid thin
браны и может привести к утрате белков, а также
к ее повреждению при фазовом переходе липидов
[2, 3]. Карпы нерестятся при более высоких темпе-
ратурах, поэтому cоотношение ХЛ:ФЛ у них выше
на 11% [5], чем у лососевых [24], и более прочные
межмолекулярные связи липидов мембран. По на-
шему мнению, вследствие этого в их мембранах
не образуются кластеры белков при криоконсерви-
ровании [18]. Поэтому криорезистентность спермы
карпов выше, чем сперматозоидов лососевых рыб.
Однако потери липидов или белков могут происхо-
дить и при разбавлении спермы криозащитной сре-
дой на подготовительном этапе, создавая неодно-
родность мембраны и предпосылки к криоповреж-
дениям при фазовом переходе липидов мембран.
В мембранах сперматозоидов карпов [5], лосо-
севых [24, 29] и рыб, нерестящихся в соленой воде,
обнаружены полиненасыщенные ЖК [5], с присут-
ствием которых многие авторы связывают криоре-
зистентность сперматозоидов сумчатых млекопи-
тающих [31], хряков [38], слонов [37], лисиц [32],
человека [20] и птиц [15]. Как считают П. Хочачка
и Дж. Сомеро [11], эти кислоты могут предохранять
встроенные в мембраны белки, образуя с ними
большое количество слабых гидрофобных связей.
Сохранность мембранных белков при криоконсер-
вировании чрезвычайно важна в реализации функ-
ций сперматозоидов. При кормлении карпов форе-
левым кормом с высоким содержанием белков
подвижность и оплодотворяющая способность
размороженной спермы были соответственно на 30
и 50% выше, чем у потреблявших корм с низкой
концентрацией белка [12]. По мнению B. Litman и
D. Mitchell [27] увеличение полиненасыщенности
ЖК в положении sn–2 влияет на степень сжимае-
мости двойного слоя липидов мембран при криокон-
сервировании, вследствие чего могут происходить
конформационные изменения ферментов, связан-
ных с мембранами. Вероятно, благодаря наличию
полиненасыщенных ЖК и антифризов при криокон-
сервировании спермы Атлантической зубатки
Anarhichas lupus в семенной плазме подвижность
сохраняли 25% клеток, а после добавления крио-
протектора сохранность подвижных клеток увели-
чилась до 80% [26]. Основные криоповреждения
сперматозоидов происходят при фазовых перехо-
дах липидов мембран на этапах замораживания и
размораживания. При этом часть клеток утрачи-
вает способность активироваться из-за дефицита
энергии и грубых повреждений мембран вслед-
ствие утраты белков и липидов мембран, а также
образования пор. У оставшихся сперматозоидов
из-за гидрофильных пор, образовавшихся в мем-
бранах в процессе фазового перехода липидов, по-
вышается осмотическая чувствительность, хруп-
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кость мембран [2] и чувствительность к стрессам
[6, 23]. Еще в 1935 г. Б. Дерягин [9] впервые
объяснил механизм повреждений тонких пленок
жидкостей как результат возникновения расклини-
вающего давления. А.М. Белоус и соавт. [3] теоре-
тически обосновали вероятность возникновения
пор в криоконсервированных клетках в процессе
фазового перехода липидов мембран. Затем воз-
никновение гидрофильных пор в процессе замора-
живания было показано на модельных пленках
липидов [2] и эритроцитах [4].
Таким образом, на основании полученных ре-
зультатов можно сделать заключение, что экологи-
ческая ниша обитания или нереста рыб при взаимо-
действии с разными геномами клеток формирует
разные свойства сперматозоидов рыб (в том числе
и криорезистентность). Криорезистеность сперма-
тозоидов рыб в каждой нише различна и имеет
полифакторную природу. Она зависит от прочности
межмолекулярных связей компонентов мембран,
степени жидкостности мембран, количества поли-
ненасыщенных ЖК, соотношения ХЛ:ФЛ и от со-
держания белков. При низких температурах нерес-
та рыб и концентрации солей в воде криорезистент-
ность сперматозоидов более низкая, чем в нишах
с более высокой температурой и соленостью воды.
Качественные изменения свойств мембран спер-
матозоидов, вызывающие хрупкость мембран и
повышенную чувствительность к осмотичности
среды, возникают в результате образования в мем-
бранах гидрофильных пор при фазовом переходе
липидов.
film damages as a result of the appearance of
disjoining pressure. A.M. Belous and co-authors [3]
theoretically grounded the probability of pores appea-
rance in cryopreserved cells during phase transition
of membrane lipids. Then the appearance of hydro-
philic pores during freezing has been shown in model
films of lipids [2] and erythrocytes [13].
Thus due to these findings we may conclude that
ecological niche of habitat or spawning of fish when
interacting different genomes of cells forms various
properties of fish spermatozoa (including cryoresis-
tance too). Fish spermatozoa cryoresistance in each
niche is different and is of polyfactor origin. It depends
on the strength of molecule-to-molecule bonds of
membrane components, fluidity rate of membranes,
number of polyunsaturated FA, CH:FL ratio and pro-
tein content. Under low temperatures of fish spawning
and salt concentration in water the spermatozoa
cryoresistance is lower than in the niches with higher
temperatures and water salinity. Qualitative changes
in the properties of sperm membranes, causing their
fragility and an increased sensitivity to medium osmo-
ticity, occur as the result of formation in membranes
of hydrophilic pores at phase transition of lipids.
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